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I. 1. Salud periodontal y periodontitis. Definición 
La Nueva Clasificación de las Enfermedades Periodontales y Perimplantarias, establecida en 
el World Workshop de 2017 define la salud periodontal señalando que “debe basarse en la 
ausencia de enfermedad según lo evaluado clínicamente, asociada con gingivitis, 
periodontitis u otras condiciones periodontales, y puede incluir pacientes que hayan tenido 
antecedentes de gingivitis o periodontitis tratadas con éxito u otras condiciones 
periodontales, que hayan sido y son capaces de mantener su dentición sin signos de 
inflamación gingival clínica” (1).  
Así, la salud gingival clínica puede presentarse en pacientes con periodonto intacto o 
reducido (pacientes sin periodontitis y pacientes con antecedentes de periodontitis que se 
encuentren tratados y estables). Ambos casos se caracterizan por: ausencia de sangrado al 
sondaje, eritema, edema y otros síntomas en el paciente. La diferencia entre un periodonto 
intacto y uno reducido está en que en el primer caso no existe pérdida de inserción clínica ni 
ósea, mientras que en el segundo estas dos características sí están presentes (1).  
Por otro lado, se define la periodontitis como “una enfermedad inflamatoria crónica 
multifactorial asociada a un biofilm dental disbiótico caracterizada por la destrucción 
progresiva del aparato de soporte del diente”. La periodontitis se caracteriza por una 
inflamación que conduce a la pérdida de tejido periodontal que incluye pérdida de inserción 
clínica y de hueso alveolar radiográfico, presencia de bolsas periodontales y sangrado 
gingival (2). 
I. 2. Etiología de la periodontitis 
Hoy en día, se sugiere que la periodontitis es una infección multifactorial causada por 
complejos de especies bacterianas que interactúan con las células y los tejidos del huésped 
causando la liberación de citoquinas inflamatorias, algunas de las cuales conducen a la 
destrucción de los tejidos de soporte del diente. Factores del huésped tales como el estrés, 
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defectos inmunitarios de origen genético, tabaco y enfermedades sistémicas como la diabetes 
pueden contribuir en su etiología y modificar la progresión y la respuesta al tratamiento (3).  
El concepto clásico simplificado de patogénesis de la periodontitis, considera que en la lesión 
deben estar presentes microorganismos virulentos a una dosis infecciosa mínima crítica (4). 
Sin embargo, los nuevos paradigmas destacan la interacción entre los cambios complejos en 
el microbioma y las respuestas inmunes innatas y adaptativas (5). Por ello, actualmente, ha 
habido un cambio en el concepto microbiológico de la etiología de la periodontitis, el modelo 
sugerido es que la enfermedad se origina por una disbiosis que perturba el biofilm oral 
ecológicamente estable y que está en homeostasis con el tejido periodontal (6).  
I. 2. 1. Disbiosis 
La cavidad bucal es un nicho ecológico en el que habitan multitud de microorganismos en 
simbiosis (equilibrio), y mientras ésta se mantenga existe salud; cuando el equilibrio se 
pierde, ya sea por modificación de la diversidad o por cambio en la proporción relativa de 
los organismos, se genera disbiosis (7). 
Según Joshua Lederberg, el término microbiota se refiere a los microrganismos que viven en 
un entorno dado, mientras que el término microbioma, se define como una comunidad 
ecológica de microorganismos comensales, simbióticos o patógenos que comparten un 
espacio de nuestro cuerpo (8).  
El microbioma es una estructura altamente compleja que involucra millones de unidades 
taxonómicas diferentes y relacionadas entre ellas. Incluso, se ha llegado a proponer que es 
un órgano más en sí mismo dentro del cuerpo humano con su propia fisiología y patologías 
asociadas, cuyo estudio y diagnóstico involucra análisis metagenómicos (9).  
La relación entre microbioma y huésped es dinámica, y está influenciada por muchos 
aspectos de la vida moderna los cuales pueden desequilibrar el ecosistema (7). Así, la 
alteración del microbioma se ha relacionado con: a) exposición a moléculas perturbadoras 
(azúcares, gluten, agua clorada, antibióticos, una variedad de químicos); b) escasez de 
nutrientes que promueven colonias saludables (dietas deficientes en vegetales o altas en 
grasas saturadas); y, c) situaciones que promueven y mantienen el estrés (10).   
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Existe un modelo de desarrollo de enfermedad que pone énfasis en la teoría de bacterias 
específicas o patógenos clave (keystone pathogens). Se cree que ellas son las 
desencadenantes del desarrollo de la periodontitis y, aunque esta teoría es intuitivamente 
sólida, la evidencia no es concluyente (11). El microbioma oral en salud, es simbiótico (12). 
Las bacterias consideradas patógenas pueden estar presentes en salud, y no comportarse 
como patógenos (13).  
Bartold y otros (11), afirman que la periodontitis es un continuo donde ocurren inflamación, 
destrucción de tejidos y disbiosis microbiana modificada por factores como el tabaquismo, 
las enfermedades sistémicas y la genética.   
I. 3. Análisis del microbioma 
I. 3. 1. Técnicas para el estudio del microbioma 
Tradicionalmente, el cultivo bacteriano se ha considerado el método de referencia para 
estudiar la microbiota oral. Sin embargo, una de las principales dificultades o desventajas de 
esta técnica es la imposibilidad de caracterizar especies no cultivables. Debido a esto surgió 
la necesidad de desarrollar alternativas para proporcionar métodos de diagnóstico confiables 
y de alto rendimiento para la comprensión del papel de las bacterias en las enfermedades 
periodontales (14). 
Un avance importante para el estudio del microbioma oral, ha sido el desarrollo de técnicas 
de secuenciación de la muestra que son útiles para los estudios metagenómicos, ya que 
permiten el análisis del genoma completo de una muestra microbiológica. Uno de los 
primeros métodos desarrollados fue la pirosecuenciación que se basaba en la incorporación 
de una molécula de pirofosfato en la reacción enzimática permitiendo determinar la secuencia 
a medida que se sintetiza la cadena complementaria de ADN (15).  
Luego surgieron las técnicas de secuenciación de alto rendimiento (high throughput 
sequencing) que han permitido que los proyectos de secuenciación a gran escala se completen 
en un tiempo mucho menor que el que necesitaba la pirosecuenciación. El método pionero 
de esta tecnología fue el de secuenciación por síntesis de Sanger, desarrollado en 1977 (16). 
A partir de ahí comúnmente se denominan a las siguientes generaciones “next generation 
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sequencing”. La segunda generación trabaja por síntesis o por hibridación y requiere la 
amplificación de la muestra de ADN molde mediante PCR convencional como paso previo. 
Desde la tercera generación, existe la ventaja de poder secuenciar a partir de una molécula 
única, por lo que se evitan muchos de los errores que se pueden producir en la replicación 
del ADN. La cuarta generación se basa en nanoporos. A medida que avanza la tecnología, el 
objetivo será una secuenciación más rápida y precisa (tasas de error más bajas, artefactos 
mínimos) con menores cantidades de ADN y ARN de entrada a menor costo (17).  
I. 3. 2. Diversidad taxonómica 
Un grupo de genomas supuestamente idénticos, se conoce como una unidad taxonómica 
operativa (Operational Taxonomic Unit; OTU) o filotipo, los OTU toman el lugar de las 
"especies" en muchos análisis de diversidad de microbiomas, porque los genomas de especies 
nombradas a menudo no están disponibles para secuencias de marcadores específicos (18).  
La asignación de secuencias a las OTU se denomina “binning”. Este proceso permite analizar 
una comunidad en términos de contenedores discretos u OTUs. Si cada OTU se trata como 
una categoría distinta, o cada secuencia 16S se agrupa en un filo u otra categoría taxonómica, 
se puede construir un histograma de recuentos con todo el conjunto de secuencias de 
microbiomas obtenidos. Alternativamente, este histograma también puede transformarse en 
binario (presencia/ausencia) para cada OTU (19).  
Un concepto importante cuando se trata de OTUs es el de la diversidad de la población, el 
número de compartimientos distintos en una muestra o en la población de origen. Esto es de 
crítica importancia en la salud humana, ya que varias enfermedades han demostrado 
correlación con la disminución de la diversidad del microbioma, presumiblemente porque 
uno o varios microorganismos aumentan durante el desequilibrio inmune o nutricional (18). 
I. 3. 3. Diversidad alfa y beta 
Otra forma de medir la diversidad en una comunidad microbiana es ver si existe diversidad 
dentro de esta comunidad (diversidad alfa) o medir la diversidad entre dos o más 
comunidades (diversidad beta). A efectos prácticos podría decirse que la primera mide la 
diversidad dentro de una muestra, mientras que la segunda examina la extensión en la que 
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dos o más comunidades difieren; ambas pueden usarse para evaluar cómo una comunidad 
microbiana cambia con el tiempo o con diferentes estados de enfermedad (20).  
Dentro de una comunidad existen estimadores tales como Chao (21), ACE (Abundance-
based Coverage Estimator) (22) y Jackknife (23) que nos permiten calcular la diversidad 
alfa, el número y la distribución de taxones esperados dentro de una población. Estos dan 
origen a curvas de rarefacción, ya que un número creciente de taxones secuenciados permite 
hacer estimaciones cada vez más precisas de la diversidad de la población total (24).   
Adicionalmente, al comparar poblaciones múltiples, las medidas de diversidad beta, incluida 
la superposición absoluta o relativa, describen cuántos taxones se comparten entre ellos (18). 
Entonces, la diversidad alfa actúa como un resumen estadístico de una población y a menudo 
se cuantifica con el índice de Shannon (25) o de Simpson (26), mientras que la diversidad 
beta actúa como un puntaje de similitud entre las poblaciones, y puede medirse mediante la 
simple superposición de taxones o cuantificarse por la disimilitud de Bray-Curtis (27).  
Por otro lado, la diversidad dentro o entre las comunidades se puede analizar en términos de 
su distribución filogenética. Este método de cuantificar la diversidad de la comunidad se 
describe en términos de la amplitud o profundidad total de las ramas filogenéticas abarcadas 
por un microbioma (18).  
I. 4. Microbioma oral  
La boca alberga uno de los más diversos microbiomas en el cuerpo humano, incluyendo 
virus, hongos, protozoos, arqueas y bacterias. Estas últimas, son responsables de dos de las 
más comunes enfermedades bacterianas del ser humano: caries y periodontitis (28). 
El microbioma oral, es increíblemente complejo, en promedio un adulto alberga entre 50 y 
100 billones de bacterias que representan alrededor de 200 especies dominantes. Existen 
aproximadamente 700 taxones predominantes de los cuales menos de un tercio aún no han 
sido cultivados (29).  
Se reconocen distintos hábitats de colonización microbiana en la cavidad bucal: dientes, 
surco gingival, encías, lengua, mejillas, labios y paladar. Ellos constituyen un sistema 
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ecológico muy heterogéneo y favorecen el crecimiento de diferentes comunidades 
microbianas (30).  
Debido a esta heterogenicidad de especies presentes, para llegar a comprender por completo 
las interacciones microorganismo-huésped que ocurren en salud y enfermedad, es necesario 
combinar el enfoque filogenético, metagenómico, transcriptómico, proteómico y metabólico 
(18). Para mantener un estado saludable y prevenir enfermedades, es necesario considerar al 
huésped y sus residentes como un todo. La colaboración y el antagonismo entre las especies 
del biofilm contribuyen a la estabilidad ecológica, tienen un impacto en la virulencia y el 
potencial patogénico de las bacterias y están involucrados en la tolerancia a las defensas del 
huésped y a los agentes antimicrobianos (31).  
Dado lo anterior, definir una composición precisa es difícil ya que es un sistema abierto y 
frecuentemente expuesto a comida, agua, aire y a la microbiota normal de otros mamíferos 
incluyendo humanos a través del contacto social (28). Sin embargo, con el tiempo y gracias 
a la conjunción del enfoque tradicional y moderno, se han identificado microbiomas centrales 
y variables (32).  El microbioma central, recibe la denominación de “core” y se utiliza para 
describir la microbiota menos variable de un nicho.  Por otra parte, la porción variable del 
microbioma debido a la constante exposición de la cavidad bucal al medio ambiente, fluctúa 
bastante. Por ejemplo, en fumadores se ha detectado mayor proporción de anaerobios 
comparado con los no fumadores (33). Además, las variaciones geográficas y las condiciones 
climáticas pueden afectar de manera significativa a la composición de la microbiota oral (34). 
Por lo que cada individuo es colonizado por un microbioma único (35).  
Dewhirst y otros (30), fueron los primeros en publicar resultados de análisis de microbioma 
oral humano tras secuenciar el gen 16S en el año 2010; utilizando un nivel de similitud de 
98,5%, obtuvieron aproximadamente 800 secuencias que distribuyeron en 619 taxones, los 
cuales clasificaron según dominio, filo, clase, orden, familia, género y especie. Identificaron 
6 filos mayores que contenían el 96% del total de taxones: Firmicutes (36,7%), Bacteroidetes 
(17,1%), Proteobacteria (17,1%), Actinobacteria (11,6%), Spirochaetes (7,9%), 
Fusobacteria (5,2%). El 4% de taxones restantes, estaban contenidos en los filos siguientes: 
Euryarchaeota, Chlamydia, Chloroflexi, SR1, Synergistetes, Tenericutes y TM7 (30).  
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Dentro del filo Firmicutes, Streptococcus (19,2%) es el género más abundante seguido de 
Veillonella (8,6%). La secuenciación de alto rendimiento, adiciona especies como Derxia y 
Leptotrichia al microbioma central oral (36). Los doce géneros menos compartidos: 
Chryseobacterium, Anaeroglobus, Filifactor, Lactobacilus, Johnsonella, Shuttleworthia, 
OD2 (no clasificado), Brachymonas, Propiniovibrio, Scardovia, Olsenella, Cryptobacterium 
representan el microbioma variable de la cavidad oral. Además, Bulleidia, 
Peptostreptococus, Dialister, Gemella, Selenomonas y Oribacterium (Firmicutes), 
Eikenella, Kingella, Lautropia (Proteobacteria), Propionibacterium (Actinobacteria) y 
Porphyromonas (Bacteroidetes), se han identificado en 50-99% de individuos como 
constituyentes del microbioma variable (37). Entre hongos y arqueas que también han sido 
identificadas en la cavidad oral, Candida spp. es uno de los taxones más comunes (32). 
Segata y otros en 2012 (35), observaron que la boca estaba colonizada por tres comunidades 
bacterianas distintas, basándose en la proporción de dos filos: Firmicutes y Bacteroidetes. 
Un grupo estaba formado por la microbiota de la mucosa bucal, la encía queratinizada y el 
paladar duro. Otro grupo estaba formado por la saliva, la lengua, las amígdalas y la garganta 
(pared posterior de la orofaringe); y el último grupo por el biofilm (supra y subgingival). Es 
decir, cada uno de estos grupos exhibían comunidades distintivas (35). Se ha reportado, 
además,  que las bacterias orales poseen predilección por ciertos nichos, así Firmicutes y 
Actinobacteria son más abundantes en el biofilm dental, mientras que los Bacteroidetes 
anaerobios (Prevotella, Capnocytophaga, Flavobacterium) preferirían nichos del dorso y 
superficies laterales de la lengua y espacios microaerofílicos (38). 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis y Tannerella forsythia 
son las tres bacterias periodontales que están fuertemente asociadas con la periodontitis según 
la evidencia existente (39), pero cuya abundancia no es significativa en todos los estudios, o 
incluso estas especies se observan en individuos periodontalmente sanos (37). Con respecto 
a P. gingivalis, existe una hipótesis que lo señala como patógeno clave, es decir que podría 
ser capaz de provocar periodontitis debido a sus diversos factores de virulencia, que le 
permitirían desencadenar cambios en la microbiota conducentes a la rotura de la homeostasis 
con el huésped, la evasión de la respuesta inmune de éste, disbiosis y por consiguiente 
desarrollo de la enfermedad (40).  
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I. 5. Hipótesis   
Hipótesis nula (H0): Al comparar el microbioma de sujetos españoles con un estado 
periodontal de salud/gingivitis con otros diagnosticados con periodontitis estadio III/IV, no 
se encontrarán diferencias microbiológicas a nivel de filo, género o especie entre estas dos 
condiciones.  
Hipótesis alternativa (H1): Al comparar el microbioma de sujetos españoles con un estado 
periodontal de salud/gingivitis con otros diagnosticados con periodontitis estadio III/IV, sí 
se encontrarán diferencias microbiológicas a nivel de filo, género o especie. 
I. 6. Objetivo 
El objetivo principal de este trabajo, es comparar las diferencias a nivel de microbioma entre 
sujetos españoles con un estado periodontal de salud/gingivitis y diagnosticados con 
periodontitis estadio III/IV, utilizando para ello el sistema de secuenciación MiSeq 
(Illumina®, San Diego/California, USA).  
II. Material y método 
II. 1. Diseño del estudio 
Se llevó a cabo un estudio de tipo transversal.  
II. 2. Participantes 
La muestra fue seleccionada de entre los pacientes que asistieron a las clínicas de la Facultad 
de Odontología de la Universidad Complutense de Madrid y a varias clínicas privadas 
ubicadas también en Madrid, que cumplían con los criterios de inclusión y exclusión que se 
detallan a continuación. La selección de pacientes fue entre octubre 2019 y febrero 2020. 
Criterios de inclusión: 
- Españoles entre 30 y 60 años. 
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- Sujetos periodontalmente sanos y/o con gingivitis, en periodonto intacto o reducido 
sin periodontitis (1). 
- Sujetos con periodontitis estadio III y IV, según la clasificación del World Workshop 
de 2017 (2). 
Criterios de exclusión: 
- Tratamiento periodontal en el año previo. 
- Patología periodontal aguda tales como abscesos o enfermedad periodontal 
necrotizante. 
- Enfermedades sistémicas (diabetes, defectos cuantitativos o cualitativos de los 
neutrófilos polimorfonucleares, desórdenes del sistema inmune).  
- Uso de antiinflamatorios, anticonvulsivantes, inmunosupresores, bloqueadores de los 
canales de calcio, durante los 6 meses previos. 
- Antibioterapia durante los 3 meses previos. 
- Embarazo. 
II. 3. Visitas  
II. 3. 1. Visita de selección 
Las variables demográficas como edad y género fueron registradas al inicio del estudio. Se 
aplicó un cuestionario médico, y en caso de cumplir con los criterios de inclusión y exclusión 
los pacientes fueron verbalmente informados del estudio y se les solicitó su participación, 
para lo cual otorgaron su autorización firmando un consentimiento informado. Luego de 
aceptar, se programó la visita de estudio. 
II. 3. 2. Visita de estudio 
Evaluación clínica 
Cada paciente recibió un examen periodontal completo y radiografías (ortopantomografía 
y/o serie periapical radiográfica). A continuación, el estado periodontal de los sujetos 
incluidos fue confirmado según el siguiente criterio: 
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- Salud y gingivitis: no hay pérdida de inserción clínica interproximal, ni pérdida ósea 
radiográfica y una profundidad de sondaje ≤3 mm, asumiendo que no hay 
pseudobolsas (1). 
- Periodontitis estadio III y IV: existe pérdida de inserción clínica interproximal ³5 mm 
y pérdida ósea radiográfica que se extiende al tercio medio o apical de la raíz. Puede 
haber evidencia de pérdida dental periodontal de hasta 4 dientes en el estadio III, y 5 
dientes en el estadio IV (2).  
Variables clínicas 
Las medidas fueron tomadas en 6 localizaciones por diente (en todos los dientes, excepto en 
los terceros molares), con la sonda periodontal UNC-15 (HuFriedy, Leinmen, Germany) por 
un examinador. Todos los participantes recibieron el mismo examen clínico que incluía lo 
siguiente: 
- Índice de placa, presencia de placa visible mediante tinción de eritrosina (Plac-
Controlâ; Dentaid, Barcelona, Spain), y expresado en porcentaje (41).  
- Recesión gingival, distancia desde la unión amelocementaria hasta el margen gingival 
y redondeada al milímetro más cercano.  
- Profundidad de sondaje, medida desde el margen gingival hasta el fondo de la bolsa 
y redondeada al milímetro más cercano. 
- Nivel de inserción clínica, distancia desde el fondo de la bolsa hasta la unión 
amelocementaria.  
- Sangrado al sondaje, observado tras medir la profundidad de sondaje y expresado en 
porcentaje (42). 
Muestras microbiológicas 
Las muestras fueron tomadas con dos puntas de papel estériles consecutivas #30 (Maillefer, 
Ballaigues, Switzerland), insertándolas en el surco gingival o bolsa y dejándola en el lugar 
durante 10 segundos. Antes de tomar la muestra, el biofilm supragingival fue eliminado de 
la localización y la saliva secada con tórulas de algodón y aire comprimido. Todas las puntas 
de papel fueron transferidas a un vial que contenía 1,5 ml de medio de transporte RTF (43) 
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y enviadas al laboratorio de investigación de la Facultad de Odontología de la Universidad 
Complutense de Madrid dentro de las 24 horas posteriores.  
Se seleccionaron cuatro localizaciones en cada paciente, una por cuadrante de la siguiente 
manera: 
- En individuos del grupo salud/gingivitis, las muestras se tomaron de los primeros 
molares (en mesio vestibular para inferiores y en mesio palatino para superiores). En 
su ausencia se tomó del segundo molar adyacente, siendo la siguiente alternativa el 
segundo premolar y desde ahí cualquier diente presente en mesial.  
- En sujetos con periodontitis, las muestras fueron tomadas de las localizaciones más 
accesibles con mayor profundidad al sondaje y/o sangrado al sondaje por cuadrante. 
II. 4. Procedimiento microbiológico 
En el laboratorio, las muestras fueron homogeneizadas mediante un vórtex durante 30 
segundos y se prepararon para cultivo bacteriano. Después, las puntas de papel fueron 
eliminadas y el líquido remanente del vial preparado para la extracción de ADN y reacción 
de qPCR. Se centrifugó a 13.000 rpm durante 3 minutos y el supernadante fue descartado. El 
sedimento se procesó con un kit comercial para extracción de ADN (MolYsis Complete5. 
Molzym GmbH & Co. KG. Bremen, Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante. La 
elución final del ADN fue hecha en 100 µl de agua (Water PCR grade, Roche Diagnostic 
GmbH; Mannheim, Germany).  
Por último, el ADN aislado fue enviado al laboratorio externo FISABIO, ubicado en Valencia 
donde se realizó la secuenciación masiva con equipo Illumina® utilizando el sistema MiSeq. 
Primero, usando cebadores personalizados se obtuvieron los amplicones siguiendo el 
protocolo Illumina de preparación de la bibilioteca de secuenciación metagenómica del gen 
16S rDNA (Cod. 15044223 Rev. A). Se utilizó ADN genómico microbiano (5 ng/μl en Tris 
10 mM pH 8,5) para iniciar el protocolo. Después de la amplificación del gen, el paso de 
multiplexación se realizó usando el Kit Nextera XT Index (FC-131-1096). Se ejecutó 1μl del 
producto de PCR en un chip Bioanalyzer DNA 1000 para verificar el tamaño (el esperado en 
una traza Bioanalyzer es de ~ 550 pb). Luego, las bibliotecas se secuenciaron usando un ciclo 
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de 2x300pb en pares (Kit de reactivos MiSeq v3 (MS-102-3001)) en un secuenciador MiSeq 
de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Illuminaâ). El análisis de calidad fue llevado 
a cabo usando el programa Prinseq-lite. En cuanto al análisis bioinformático, éste se realizó 
mediante una canalización ad-hoc escrita en un entorno RStatistics utilizando varias 
bibiliotecas de código abierto. Los datos fueron agrupados y estratificados, y analizados con 
Qiime 2. Con los complementos Qiime se hizo el análisis metataxonómico y la asignación 
de las afiliaciones taxonómicas con el clasificador Bayesiano Naive. La base de datos usada 
para la asignación taxonómica fue SILVA_release_132. La eliminación de ruidos, unión de 
extremos y el agotamiento de las quimeras, se realizó a partir de datos de extremos usando 
DADA2.   
II. 5. Análisis estadístico 
II. 5. 1. Tamaño muestral 
El cálculo del tamaño de la muestra se realizó en base al índice de Shannon (diversidad alfa). 
Por lo tanto, se estimó que para encontrar una diferencia estadísticamente significativa entre 
grupos de 0,5 con una desviación estándar de 0,35 basado en el estudio de Schulz y otros 
(44), con un riesgo del 5% y una potencia del 90% se necesitarían al menos 9 sujetos por 
grupo.   
El muestreo fue de tipo no probabilístico de casos consecutivos y se distribuyó a los 
participantes de la siguiente manera: 
-Salud/gingivitis: 10 pacientes 
-Periodontitis estadio III/IV: 10 pacientes 
 II. 5. 2. Análisis de los datos 
Todo el análisis estadístico fue realizado con el programa SPSS v.20 (SPSS Inc, IBM, 
Chicago, IL). El nivel de significación estadística se estableció en 0,05. La normalidad de la 
distribución se analizó verificando la asimetría y el apuntamiento mediante la prueba de 
Shapiro-Wilk.  
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Para la descripción demográfica y clínica de las muestras, en el caso de variables cuantitativas 
se utilizó el test t de Student para muestras independientes, y cuando los datos no seguían 
una distribución normal se usó el test U de Mann-Whitney. Para las variables categóricas se 
utilizó la prueba de Chi cuadrado. 
Para la descripción microbiológica de las muestras, los datos se presentaron como valores 
medios de proporciones de los distintos estratos de OTUs. El número de lecturas por muestra 
fue transformado a abundancia relativa, y las comunidades microbianas a nivel de especie, 
género y filo fueron tabuladas.  
Para el análisis de los datos microbiológicos, se usó el test U de Mann-Whitney entre grupos 
por taxones. Las tablas que se presentan en este trabajo muestran solamente los taxones con 
valores de p≤0,05.  
Para evaluar la diversidad alfa, se utilizaron los índices: Shannon, Chao1, Simpson y ACE.  
III. Resultados 
III. 1. Características de los sujetos  
III. 1. 1. Características demográficas y hábito tabáquico 
Fueron reclutados 20 sujetos de los cuales, 10 fueron sin periodontitis y los otros 10 
diagnosticados con periodontitis estadio III/IV. En el grupo salud/gingivitis la edad media 
(desviación estándar) fue de 40,10 (5,78) años y en el grupo de periodontitis fue de 44,70 
(4,66) años, sin observarse diferencias significativas entre ambos grupos (p=0,063). 
Tampoco hubo diferencias estadísticamente significativas en el sexo (p=1,000), 
encontrándose en el grupo salud/gingivitis un total de 5 mujeres y 5 hombres, mientras que 
el grupo de periodontitis estadio III/IV estaba formado por 6 mujeres y 4 hombres (Tabla 1).  
Respecto del hábito tabáquico, el número de pacientes fumadores fue ligeramente mayor en 
el grupo periodontitis estadio III/IV que en el de salud/gingivitis (5 y 2 sujetos, 
respectivamente). Por el contrario, el número de participantes no fumadores fue ligeramente 
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mayor en el grupo de salud/gingivitis que en el de periodontitis (8 y 5 sujetos, 
respectivamente). Sin embargo, estas diferencias no fueron estadísticamente significativas 
(p=0,350) (Tabla 1). 
III. 1. 2. Parámetros clínicos periodontales  
En cuanto a los parámetros clínicos, se observaron diferencias estadísticamente significativas 
entre los grupos. El índice de placa tuvo una media (desviación estándar) de 0,53 (0,21) en 
el grupo de salud/gingivitis y de 0,84 (0,33) en el grupo de periodontitis estadio III/IV 
(p=0,011). La media (desviación estándar) de profundidad de sondaje fue 2,45 (0,19) mm en 
el grupo de salud/gingivitis versus 3,89 (1,00) mm en el grupo de periodontitis (p=0,001). La 
media (desviación estándar) del nivel de inserción clínica en el grupo de salud/gingivitis fue 
2,44 (0,19) mm mientras que en el grupo de periodontitis fue 4,60 (0,98) mm (p=0,000). El 
índice de sangrado al sondaje tuvo un valor medio (desviación estándar) de 0,17 (0,13) en el 
grupo de salud/gingivitis y de 0,61 (0,29) en el grupo de periodontitis estadio III/IV (p=0,001) 
(Tabla 2).  
III. 2. Composición taxonómica del microbioma subgingival 
Después de secuenciar las veinte muestras de ADN provenientes del biofilm subgingival de 
los sujetos, se obtuvieron 2.531.326 lecturas totales. El tamaño medio de las lecturas filtradas 
fue de 299 pares de bases.  
Las secuencias detectadas se agruparon en 961.981 OTUs en el grupo de salud/gingivitis y 
1.035.161 OTUs en el grupo de periodontitis, con un nivel de similitud de 97%; y fueron 
asignadas a 14 filos, 23 clases, 54 órdenes, 112 familias, 237 géneros y 501 especies.  La 
mayor parte de los OTUs pertenecían a los 3 filos principales que incluyeron: Bacteroidetes, 
Firmicutes y Fusobacteria (Tabla 3). 
III. 3. Comparación de composición taxonómica del microbioma subgingival 
De manera global, se observaron diferencias estadísticamente significativas en la 
composición del microbioma entre ambos grupos, incluso en altos rangos taxonómicos, 
incluyendo 8 filos, 11 clases, 22 órdenes, 47 familias, 75 géneros y 107 especies.  
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III. 3. 1. A nivel de filo 
Proporción 
El microbioma subgingival observado en pacientes del grupo salud/gingivitis, estuvo 
dominado por el filo Firmicutes (41,01%), seguido por Fusobacteria (19,87%) y 
Bacteroidetes (15,69%); y en menor proporción Actinobacteria  (4,81%) y Proteobacteria 
(9,81%). Mientras que en el grupo de periodontitis, predominó el filo Bacteroidetes 
(31,45%), seguido de Firmicutes (28,77%) y Fusobacteria (19,35%); y en menor proporción 
Spirochaetes (5,05%) y Synergistetes (5,58%) (Tabla 3 y Gráfico 1).  
Abundancia relativa 
Se observó una mayor abundancia relativa en el grupo de salud/gingivitis con respecto al 
grupo de periodontitis de Firmicutes [39,37% versus 26,91%, respectivamente (p=0,0284)], 
Actinobacteria [5,15% versus 1,26%, respectivamente (p=0,0003)], y Proteobacteria [8,35% 
versus 2,68%, respectivamente (p=0,0082)], de manera estadísticamente significativa 
(p≤0,05) (Tabla 4). 
En el grupo de periodontitis, la abundancia relativa de los siguientes filos mostraba un 
aumento estadísticamente significativo (p≤0,05) con respecto al grupo de salud/gingivitis: 
Bacteroidetes [29,37% versus 16,35%, respectivamente (p=0,0002)], Synergistetes [8,11% 
versus 1,14%, respectivamente (p=0,0002)], Spirochaetes [5,26% versus 1,84%, 
respectivamente (p=0,0041)] (Tabla 4).  
III. 3. 2. A nivel de género 
Proporción 
El género con mayor proporción del microbioma subgingival en el grupo de salud/gingivitis 
fue Streptococcus (17,22%), seguido de Fusobacterium (14,47%). Los miembros del género 
Neisseria (3,61%), Capnocytophaga (2,87%) y  Campylobacter (2,72%) se observaron como 
constituyentes menores (Tabla 5).   
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En el grupo de periodontitis, el género predominante fue Fusobacterium (16,50%), seguido 
de Porphyromonas (7,98%), Tannerella (7,44%), Fretibacterium (5,59%), Streptococcus 
(5,48%), Treponema (5,04%) y Filifactor (5%) (Tabla 6). 
Abundancia relativa 
Entre los géneros estadísticamente más abundantes (p≤0,05) en el grupo de salud/gingivitis 
que en el de periodontitis se detectaron: Streptococcus [15,12% versus 4,94%, 
respectivamente (p=0,0126)], Leptotricchia [5,46% versus 1,76%, respectivamente 
(p=0,0023)], Neisseria [2,63% versus 0,28%, respectivamente (p=0,0018)], 
Capnocytophaga [2,77% versus 0,69%, respectivamente (p=0,0102)] (Tabla 7).  
De los 236 géneros bacterianos detectados, 27 de ellos fueron estadísticamente más 
abundantes en el grupo de periodontitis frente al de salud/gingivitis (p≤0,05), incluyendo 
Porphyromonas [7,44% versus 3,43%, respectivamente (p=0,0343)], Tannerella [6,67% 
versus 1,88%, respectivamente (p=0,0005)] y Treponema 2 [5,26% versus 1,84%, 
respectivamente (p=0,0041)]. Otros géneros que mostraron una abundancia mayor y 
estadísticamente significativa en el grupo de periodontitis que en el de salud/gingivitis 
fueron: Filifactor [4,38% versus 1,10%, respectivamente (p=0,0025)] y Prevotella 7 [2,29% 
versus 0,91%, respectivamente (p=0,0494)] (Tabla 7). 
III. 3. 3. A nivel de especie 
Proporción 
En el grupo de pacientes del grupo salud/gingivitis, se identificaron en mayor proporción una 
serie de bacterias sin nombre del género Fusobacterium (16,47%) y Streptococcus (14,23%) 
(Tabla 8).  
Entre las especies mayormente identificadas en el grupo de periodontitis, destacaron una sin 
nombre del género Fusobacterium (16,49%), T. forsythia (7,03%) y otras bacterias de los 
géneros F0058 (6,71%), Porphyromonas (4,59%), Streptococcus (4,92%) y Filifactor 
(4,99%). Se detectó la presencia de Campylobacter rectus (1,2%) y A. 
actinomycetemcomitans HK1651 (0,53%) en bajo porcentaje (Tabla 9). 
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Abundancia relativa 
Se revelaron diferencias estadísticamente significativas (p≤0,05) en 118 especies entre 
ambos grupos.  
Especies con mayor abundancia relativa, estadísticamente significativa, en pacientes del 
grupo salud/gingivitis frente al grupo de periodontitis fueron: Streptococcus sanguinis  
[1,19% versus 0,04%, respectivamente (p=0,0043)], Corynebacterium durum [0,33% versus 
0,01%, respectivamente (p=0,0423)] y Capnocytophaga gingivalis [0,28% versus 0,06%, 
respectivamente (p=0,0110)] (Tabla 10).  
En el grupo de periodontitis, destacaron diversas especies por detectarse en mayores 
proporciones, estadísticamente significativas (p≤0,05), que en el grupo de salud/gingivitis. 
Estas especies fueron: T. forsythia [6,22% versus 0,65%, respectivamente (p=0,0004)], una 
bacteria del género F0058 [6,15% versus 1,27%, respectivamente (p=0,0191)], otras 
bacterias del género Filifactor [4,38% versus 1,10%, respectivamente (p=0,0025)], bacterias 
sin nombre del género Fretibacterium [4,27% versus 0,51%, respectivamente (p=0,0002)], 
Deferribacteraceae bacterium [2,13% versus 0,47%, respectivamente (p=0,0011)], bacteria 
no cultivable del género Synergistetes [1,69% versus 0,27%, respectivamente (p=0,0022)], 
Eubacterium saphenum ATCC 49989 [1,77% versus 0,33%, respectivamente (p=0,0069)], 
Desulfobulbus sp Dsb1 [1,32% versus 0,23%, respectivamente (p=0,0007)] y Chloroflexi 
bacterium oral taxon 439 isolate Chl2 [1,21% versus 0,12%, respectivamente (p=0,0006)] 
(Tabla 10).  
III. 4. Diversidad bacteriana 
III. 4. 1. Diversidad alfa 
Índices de diversidad alfa 
Se utilizó el índice de Shannon para determinar la diversidad microbiana a nivel de especie, 
encontrando un valor ligeramente mayor, no estadísticamente significativo (p=0,7335), en la 
microbiota subgingival del grupo salud/gingivitis (3,63) que en el grupo de periodontitis 
(3,54) (Tabla 11).  
 25 
De igual manera, no se observó diferencia significativa en la riqueza de especies (número de 
OTUs) entre ambos grupos de estudio. Se calculó el índice de Chao1, mostrando niveles 
medios de 179,80 y 170,55 para grupo salud/gingivitis y periodontitis, respectivamente 
(p=0.9096) (Tabla 11). La riqueza de la cantidad total de bacterias determinada mediante el 
índice ACE, fue también mayor en la microbiota subgingival en el grupo sin periodontitis en 
comparación con el de las muestras del grupo con periodontitis (179,81 versus 170,63; 
respectivamente), no existiendo tampoco diferencias estadísticamente significativas entre 
ambos grupos (p=0,9096) (Tabla 11).   
La uniformidad se expresó con el índice Simpson, que tuvo una tendencia idéntica entre 
ambos grupos (0,93) (p=0,5128) (Tabla 11).   
IV. Discusión 
Los resultados de este trabajo realizado para analizar y comparar la composición del 
microbioma oral de los pacientes con salud/gingivitis y periodontitis estadio III/IV muestran 
que existe una serie de diferencias en el microbioma de ambas condiciones clínicas. Se 
detectaron 3 filos principales: Bacteroidetes, Firmicutes y Fusobacteria, cuya proporción 
varió dependiendo del grupo. En los sujetos pertenecientes al grupo salud/gingivitis, la mayor 
proporción la obtuvo el filo Firmicutes; mientras que en el grupo periodontitis estadio III/IV 
fue Bacteroidetes. A nivel de género, el dominante en el grupo de salud/gingivitis fue 
Streptococcus, mientras que en el grupo con periodontitis estadio III/IV fue Fusobacteria. A 
nivel de especie, la diversidad alfa de las comunidades subgingivales no mostró ninguna 
diferencia estadísticamente significativa entre grupos, aunque este índice fue ligeramente 
mayor en individuos del grupo salud/gingivitis. 
Para la comparación de la composición taxonómica del microbioma subgingival, este trabajo 
utilizó el sistema de secuenciación masiva Illuminaâ. Como éste, existen numerosos trabajos 
que han querido estudiar las diferencias del microbioma oral entre grupos de sujetos sanos y 
enfermos, más aún en las últimas décadas gracias a las nuevas tecnologías. Sin embargo, la 
clasificación de las enfermedades periodontales cambió con el World Workshop de 2017, 
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motivo por el cual comparar los resultados de este trabajo con otros que hayan utilizado 
exactamente la misma clasificación es complejo más, no imposible.  
Respecto al análisis de microbioma, en general, al trabajar con el gen 16S del ARNr surge 
un desafío bioinformático relacionado con la definición precisa de secuencia "única". 
Aunque gran parte de este gen está altamente conservado, varias de las regiones secuenciadas 
son variables, por lo que pequeñas cantidades de pares de bases pueden cambiar en un 
período muy corto de tiempo evolutivo (45). Además, existe la probabilidad de que se genere 
al menos un error al secuenciar las diferentes regiones del gen 16S. Esto significa que esperar 
que las etiquetas sean 100% idénticas es extremadamente exigente e irreal, y se tratarán las 
copias clonales de los genomas como organismos diferentes. Por lo tanto, está permitido 
cierto grado de divergencia en la secuencia, así: 95,  97 o 99% son cortes de similitud de 
secuencia usados en la práctica (46). En este trabajo se consideró una similitud de pares de 
bases del 97% para realizar la clasificación taxonómica, al igual que en el trabajo de Shi y 
otros (47).  
A nivel de filo, al contrastar los resultados de este trabajo con los de otros autores, se observa 
por ejemplo que, Schulz y otros (44) encontraron una mayor prevalencia de los filos 
Bacteroidetes, Spirochaetes y Synergistetes en el grupo con periodontitis; mientras que en el 
grupo de sujetos sanos, encontraron predominancia de Proteobacterias y Firmicutes y 
Actinobacteria (44).  
A nivel de género, Shi y otros (47) encontraron que Streptococcus, Leptotricchia, 
Fusobacterium, Neisseria, Actinomyces, Haemophilus, Prevotella, Treponema 2 y 
Capnocytophaga representaban a más del 60% de las secuencias de las muestras 
subgingivales. En este trabajo, se observaron diferencias estadísticamente significativas en 
la abundancia relativa de 9 de ellos, siendo dominadas las secuencias por los géneros 
Streptococcus en los sujetos sanos, y por Porphyromonas en los sujetos con periodontitis. 
Este resultado coincide con el trabajo de Liu y otros (48), quienes observaron  que 
Streptococcus era el género más preponderante en los sujetos sanos. Sin embargo, en las 
bolsas periodontales de sujetos con periodontitis, el género dominante encontrado por ellos 
fue Prevotella.  
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A nivel de especie, T.  forsythia fue la única de las tres bacterias asociadas fuertemente con 
periodontitis, según la evidencia disponible, que se detectó en este trabajo con diferencias 
estadísticamente significativas entre ambos grupos. Por otro lado, P. gingivalis, designado 
por numerosos autores como un patógeno periodontal clave para desencadenar disbiosis y 
consecuentemente periodontitis, no fue particularmente encontrado en este estudio. Otros 
autores como Schulz y otros (44) o Deng y otros (49) sí lo encontraron asociado a las 
muestras de sus pacientes con periodontitis. Estos hallazgos tienen concordancia con lo 
expresado por Bik y otros (37), quienes señalan que la abundacia de los patógenos 
fuertemente asociados a periodontitis (A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis y T. 
forsythia), no es significativa en todos los estudios. Sin embargo, Socransky y Haffajee (50) 
señalaron que estas especies deberían sin lugar a dudas ser halladas más frecuentemnete y en 
mayores proporciones en sujetos con periodontitis que en aquellos libres de esta patología. 
Este antecedente sumado al hecho de que  P. gingivalis es altamente prevalente en población 
española según cultivo, nos hace sospechar que pudiese haber un error en la identificación 
de este patógeno específico y se está buscando la manera de comprobarlo.  
Se considera que la diversidad microbiana medida con el índice de Shannon podría utilizarse 
como predictor del estado periodontal (51); sin embargo no existe consistencia entre los 
hallazgos reportados por distintos autores. Así por ejemplo, Galimanas y otros (52) no 
encontraron diferencias estadísticamente significativas en este índice al comparar un grupo 
de pacientes sanos con otro de periodontitis crónica, lo que coincide con el resultado de este 
trabajo. Sin embargo, Deng y otros (49) que compararon los mismos grupos, obtuvieron un 
índice de Shannon menor en los individuos enfermos. Contrariamente, Abusleme y otros 
(53), también con los mismos grupos, obtuvieron un índice de Shannon mayor en el grupo 
con periodontitis crónica. Schulz y otros (44) compararon un grupo con periodontitis agresiva 
con uno de sanos, encontrando un índice de Shannon menor en los enfermos. 
El cambio en la composición del microbioma desde el estado de salud periodontal al de 
periodontitis III/IV coincide con la de otros autores. En este trabajo se ha observado que en 
las muestras de periodontitis se detectó mayor abundancia de especies que en las de los sanos, 
y con una diferencia estadísticamente significativa. Griffen y otros (54) informaron que, en 
comparación con las localizaciones sanas de sujetos sin periodontitis, las especies bacterianas 
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subgingivales de las bolsas profundas de pacientes con periodontitis se enriquecieron con 
123 especies que eran significativamente más abundantes en la enfermedad, mientras que en 
salud sólo 53 especies fueron significativamente más abundantes. Estos hallazgos podrían 
reflejar que la perturbación de las defensas del huésped en periodontitis permite la 
proliferación de un mayor número de especies bacterianas, especialmente de aquellos 
comensales no patógenos que podrían favorecer el crecimiento de bacterias patógenas.  
Finalmente, cabría mencionar que, si bien es que cierto mediante la secuenciación de alto 
rendimiento es posible conocer la proporción y abundancia relativa a nivel de filo, género y 
especie como se hizo en este trabajo, sería interesante investigar las interacciones bacterianas 
que ocurren en salud y enfermedad. Al respecto, Duran-Pinedo y otros (55), nos indican que 
el análisis de patrones específicos de co-ocurrencia microbiana es útil para identificar 
asociaciones representativas e importantes en enfermedades polimicrobianas. Estos autores, 
en una revisión de 2015, volvieron a hacer énfasis en este punto señalando que las 
investigaciones no deberían enfocarse solamente en conocer la composición del microbioma, 
sino que habría que dar un paso más y realizar un análisis funcional de las comunidades (56).  
Tomando en cuenta lo anterior, la limitación del presente estudio es que solamente se 
concentró en el análisis metagenómico de las muestras subgingivales. Por ello, para futuros 
estudios se recomienda añadir otras técnicas “ómicas”. Los estudios genómicos, sólo miden 
las moléculas de ADN, mientras que los estudios epigenómicos, transcriptómicos, 
proteómicos y metabolómicos miden los estados químicos del ADN y sus proteínas de unión, 
ARN, proteínas y metabolitos, respectivamente (57). Entonces, al complementar los 
diferentes métodos y enfoques, por ejemplo usando: 
1) la transcriptómica para detectar y cuantificar el ARN, reflejando así los genes que 
están expresados tanto en salud como en enfermedad;  
2) la proteómica con el fin de caracterizar las proteínas presentes como origen o 
consecuencia de la periodontitis; y,  
3) la metabolómica, ya que los cambios en el metaboloma dan información relevante 
sobre los procesos bioquímicos que ocurren en una patología determinada;  
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se podría realizar entonces un análisis de integración multiómica de los datos de los 
microbiomas (58), lo que permitiría obtener una visión global y más detallada de los procesos 
involucrados tanto en salud periodontal como en las enfermedades periodontales.  
V. Conclusión 
Usando secuenciación de alto rendimiento, se observan diferencias en el microbioma de 
individuos españoles entre el estado de salud/gingivitis y periodontitis estadio III/IV, en 
todos los niveles de la clasificación taxonómica.  
VI. Anexos 
 
n, tamaño de la muestra; DE, desviación estándar. 
Tabla 1. Descripción de la muestra y comparación de los dos grupos en términos de 
variables demográficas y hábito tabáquico. 




n 5 6 11
% 50 60 55
n 5 4 9
% 50 40 45
n 8 5 13
% 80 50 65
n 2 5 7
























n, tamaño de la muestra; DE, desviación estándar. 
Tabla 2. Índice de placa, profundidad de sondaje, nivel de inserción clínica y 
sangrado al sondaje analizado por grupos. 
 
Tabla 3. Proporciones (%) a nivel taxonómico de filos por grupo (sólo se muestran 
los filos con mayor proporción en ambos grupos). 

















































Gráfico 1. Representación gráfica de las proporciones (%) de los OTUs detectados a 
nivel taxonómico de filo, por cada grupo. 
 
Tabla 4. Comparativa de los valores medios de proporciones (%) a nivel de filo, 
para cada grupo. 
 
Tabla 5. Proporciones (%) de OTUs detectados a nivel de género, en el grupo 
salud/gingivitis. 
SALUD/GINGIVITIS PERIODONTITIS III/IV p 
Actinobacteria 5,15 1,26 0,0003
Bacteroidetes 16,35 29,37 0,0002
Firmicutes 39,37 26,91 0,0284
Proteobacteria 8,35 2,68 0,0082
Spirochaetes 1,84 5,26 0,0041















Tabla 6. Proporciones (%) de OTUs detectados a nivel de género, en el grupo 
periodontitis estadio III/IV. 
 
Tabla 7. Comparativa de los valores medios de proporciones (%) a nivel de género 
para cada grupo. 
 














SALUD/GINGIVITIS PERIODONTITIS III/IV p 
Capnocytophaga 2,77 0,69 0,0102
Filifactor 1,10 4,38 0,0025
Leptotrichia 5,45 1,76 0,0023
Neisseria 2,63 0,28 0,0018
Porphyromonas 3,43 7,44 0,0343
Prevotella 7 0,91 2,29 0,0494
Streptococcus 15,12 4,94 0,0126
Tannerella 1,88 6,76 0,0005






Sin nombre del género Fusobacterium 16,47






Tabla 9. Proporciones (%) de OTUs detectados a nivel taxonómico de especie en el 
grupo periodontitis estadio III/IV. 
 
Tabla 10. Comparativa de los valores medios de proporciones (%) a nivel de especie 
para cada grupo. 
  
Tabla 11. Comparativa de valores medios de los índices de diversidad alfa a nivel de 
especie, por cada grupo. 
PERIODONTITIS III/IV
Sin nombre del género Fusobacterium 16,49
Tannerella forsythia 7,03
No cultivable del género F0058 6,71
No cultivable del género Filifactor 4,99
No cultivable del género Streptococcus 4,92
No cultivable del género Porphyromonas 4,59
Campylobacter rectus 1,20





SALUD/GINGIVITIS PERIODONTITIS III/IV p
Capnocytophaga gingivalis 0,28 0,06 0,0110
Corynebacterium durum 0,33 0,01 0,0423
Chloroflexi bacterium oral taxon 439 isolate Chl2 0,12 1,21 0,0006
Desulfobulbus sp. Dsb1 0,23 1,32 0,0007
Eubacterium saphenum ATCC 49989 0,33 1,77 0,0069
Streptococcus sanguinis 1,19 0,04 0,0043
Tannerella forsythia 0,65 6,22 0,0004
Sin nombre del género Fretibacterium 0,51 4,27 0,0002
No cultivable del género Deferribacteraceae 0,47 2,13 0,0011
No cultivable del género Filifactor 1,10 4,38 0,0025
No cultivable del género F0058 1,27 6,15 0,0191





SALUD/GINGIVITIS PERIODONTITIS III/IV p
Shannon 3,63 3,54 0,7335
Chao1 179,80 170,55 0,9096
ACE 179,81 170,63 0,9096
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